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第 1章 序論 
















その後，V. fischeri の培養上清液の中から，AHL の一種である N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine 
lactone（3-oxo-C6-HSL）が初めて確認された[3]．さらに，遺伝子解析の進展とともに，発光
に必要な 7 つの遺伝子群（luxI, luxR, luxA, luxB, luxC, luxD, luxE）が特定され，lux 遺伝子群
（オペロン）として定義された[4]．この遺伝子群をクローニングした大腸菌 Escherichia coli
も菌体密度依存性の発光を示し，AHL を介した遺伝子発現等の調査ツールとしての E. coli
の有用性が示唆された[5]．その他にも，lux オペロンの構成遺伝子産物である LuxR の相同
体が，緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa からは LasR が，Agrobacterium tumefaciens からは TraR
がそれぞれ発見された[6, 7]．それに関連したオートインデューサーの研究も進み，両者とも
V. fischeri が生産する AHL と類似したシグナルを生産することや，それが LuxI の同族体に
よって合成されていることが明らかとなった． 
AHL はホモセリンラクトン（HSL）とアシル鎖がアミド結合を形成した化学構造をとる．
AHL のアシル鎖長は，通常 4 から 18 程度であり，これに 3 位の炭素がオキソ体やヒロドキ
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Fig. 1-1. AHL の基本構造 
 
このように，AHL の構造は多種多様であるが，その表記の仕方も論文によって様々であ
る．まず，AHL 自体の表記として，acyl-HS，AI-1，AHSL を使用する論文もある[1, 9]．また，
アシル鎖の炭素数が 10 の 3-oxo 体である AHL を例にとっても，3OC10-HSL[1]，
3-oxo-C10HSL[8] ， 炭 素 鎖 の 数 字 を 下 付 き に し た 3-oxo-C10-HSL[10] ， さ ら に は
N-(3-oxodecanoyl)-L-homoserine lactone と略さずに記述する場合など[9]，様々な表記がなされ
ている．本論文では，アシル化ホモセリンラクトン全般を指す場合は AHL，個々の AHL に
ついては C4-HSL や 3-oxo-C10-HSL のように表記することとする． 
 
1.1.3. AHLによる Quorum Sensing制御機構 
























そのひとつが，AHL 合成酵素である．AHL 合成酵素は，最初に発見された V. fischeri の LuxI
から呼び名が付けられ，I タンパク質またはそのまま LuxI タンパク質と呼ばれることもあ
る．V. fischeri の LuxI タンパク質は 193 のアミノ酸からなり，N 末端から 25 ~ 104 のアミノ
酸残基が 2 種の前駆体間にアミド結合を形成する活性サイトとして機能する．この部位が
アシルキャリアータンパク質（acyl-ACP）及び S-アデノシルメチオニン（SAM）の結合に




ータンパク質）である．AHL レセプタータンパク質も，最初に発見された V. fischeri の LuxR
から呼び名が付けられ，R タンパク質またはそのまま LuxR タンパク質と呼ばれる．LuxR
タンパク質は，250 ほどのアミノ酸からなり，N 末端から 160 ほどのアミノ酸で構成された
AHL 結合部位（regulator domain）と，C 末端から 90 ほどのアミノ酸で構成された DNA 結
合及び転写活性部位（activator domain）で構成されている．AHL 結合部位は，AHL 濃度が
不十分である場合は DNA 結合部位に干渉し，LuxR タンパク質への結合を阻害している． 
 
1.1.4. Quorum Sensing制御の意義 
Quorum Sensing 機構により制御される機能については，今日までに多くの報告がなされ







































































まれる．処理方式としては，濃度排水を希釈して BOD を 2,500 mg/L 以下とし，好気性処理





















な後生動物などから構成されている．標準的な活性汚泥フロック径は操業条件により 1 ~ 
600 μm程度であり，粒径数 μmの粒子が凝集して 10 μm程度のマイクロフロックを形成し，

















を付着増殖させた生物担体法がある．充填材あたり 8000～10000 mg-VSS/L の汚泥量が保持
され，かつ通常の活性汚泥よりも 3～5 倍の高活性になっており，容積当たりの負荷量とし







れつつあり，現在ポリウレタンフォームを径 3～7 mm のサイコロ状に裁断した充填剤が多
く採用されている．ポリウレタン製充填材を Fig. 1-3に，充填材断面の拡大写真を Fig. 1-4 (A)





Fig. 1-2. 従来の活性汚泥プロセスのダイアグラム 
 












Fig. 1-4. 活性汚泥の固定前（A）及び固定化後（B）ポリウレタン製充填材断面 
 
 
1.2.4. 活性汚泥と Quorum Sensing機構 
1.2.4.1. 概要 




があり，EPS 生産量も増加することから，グラニュール形成に対して Quorum Sensing 機構
の影響が示唆される[17]． 
一方で，生産された AHL に対して修飾反応・分解反応などの化学変化を引き起こすこと
により，AHL を不活性化する微生物も報告されている．これらの微生物を AHL 合成細菌と




本研究グループでは，Fig. 1-5 に示す栃木県内 7 ヶ所の浄化センターの活性汚泥から細菌
を単離し，Quorum Sensing 機構に関与する細菌として AHL 合成細菌と AHL 分解細菌のス
クリーニングを実施した[18]．スクリーニングした菌について，PCR により 16S rRNA 遺伝
子を増幅して塩基配列を決定し，国際塩基配列データベースを用いて細菌種を同定した．


















Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu 
Aeromonas 15 15 3 9 12 19 29 95.3% 
Pseudomonas   1     0.9% 
Citrobacter      2  1.9% 
Enterobacter 2       1.9% 
Totals 17 15 4 9 12 21 29 100.0% 
 
 




Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu 
Acinetobacter 1 3 1 7 2 4 3 45.6% 
Pseudomonas  3    3  13.0% 
Klebsiella 5 1  2  1  19.5% 
Comamonas   1   1  4.4% 
Stenotrophomonas      1  2.2% 
Staphylococcus 1  1     4.4% 
Bacillus  2      4.4% 
Chryseobacterium 1   1 1   6.5% 













































































境を見つけて付着する．上記一連のライフサイクルを図式化したものを Fig.1-7 に示す． 
 
 
Fig. 1-7. バイオフィルム形成のライフサイクル 
 
1.3.3. バイオフィルムと Quorum Sensing機構 
1.3.3.1. 概要 




これらの細菌による Quorum Sensing 機構の制御がバイオファウリング防止に繋がることが
14 
 












についても CV026 株の violacein 生産量減少が報告されており，2(5H)-furanone と同様，何
らかの形で AHL の生産が阻害されているようである． 
② Quorum Sensing 関連遺伝子の破壊 
遺伝子操作を利用した Quorum Sensing 関連遺伝子の破壊によるバイオフィルム構造の変
化を観察した研究例は数多く存在する．例として，Serratia liquefaciens の AHL 合成遺伝子
swrI の破壊によるスウォーミング運動性の低下とそれに伴うバイオフィルム構造の変化[26] 
[27]，A. hydrophila の Quorum Sensing 制御システム ahyI/ahyR の破壊によるバイオフィルム構
造の変化[28]，Burkholderia cepacia の Quorum Sensing 制御システム cepI/cepR の破壊によるバ
イオフィルム構造の変化[29]などが挙げられる． 
複数種の AHL を合成する Acinetobacter 属細菌 DR1 株の AHL 合成遺伝子 aqsI 破壊株は
hexadecane の分解活性が落ちるほか，バイオフィルム形成抑制や細胞表面の疎水性低下が観
測された．ただし，このうち hexadecane の分解活性に関しては外部から AHL を添加しても































た全ゲノム解読により遺伝子レベルでの AHL 合成機構を解析するとともに，LC-MS/MS を







主な原水組成を Table. 2-1 に示す． 
 
Table 2-1. 本研究で使用した活性汚泥を採取した国内外工場の概要 
No. 工場分類 所在国 原水に含まれる主要な物質 
1 食品加工 日本 糖質・タンパク質 
2 食品加工 日本 糖質 
3 化学製品 日本 ポリビニルアルコール（PVA） 
4 化学製品 日本 有機酸 
5 化学製品 韓国 メタノール・クロロホルム 




分取し，14,000×g で 5 分間遠心分離した後，上清を完全に除去して細菌ペレットを取得し
た．細菌ペレットからのメタゲノムの抽出は，DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を使
用して行った．抽出したメタゲノムサンプルから，PCR を用いて 16S rRNA 遺伝子の増幅を
行った．16S rRNA 遺伝子増幅用のユニバーサルプライマーには，27f（5’-AGA GTT TGA TCM 
TGG CTC AG-3’）と 1525r（5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’）を使用した．PCR に用い
る DNA ポリメラーゼには，Blend Taq –Plus–（東洋紡）を使用した．PCR 反応溶液の組成は
Blend Taq –Plus–に付属のプロトコールに従って調製し，PCR のサイクルは，94℃で 3 分を 1
サイクル，94℃で 30 秒，55℃で 30 秒，72℃で 1 分を 30 サイクル，72℃で 10 分を 1 サイ
クルで行った．PCR 増幅後のサンプルは，1%アガロースゲルを用いた電気泳動を行い，約
1.5 kbp の断片を含む部位のゲルをカッターで切り出し，MagExtractor PCR & Gel Clean up キ
ット（東洋紡）を用いてゲル中の DNA を精製した．精製した DNA は，pGEM-T easy system 
I（プロメガ）を用いてクローニングを行った．ライゲーション反応溶液はキットに付属の
プロトコールに従って 20 µL の系で調製し，4℃で 1 晩以上インキュベートすることで，16S 
rRNA 遺伝子を pGEM-T easy にクローニングしたライゲーション溶液を作成した．ライゲー






ョン溶液からランダムに 96 クローンを選択し，シークエンスプライマーとして前述の 27f
を使用して塩基配列の取得を行った．取得した塩基配列データは，DNA Data Bank of Japan
（DDBJ）の BLAST プログラムを使用し，相同性が上位の菌種を近縁種としてカウントし，





汚泥希釈液をピペットを用いて 100 µL 分取し，比較的栄養豊富な食品系工場排水汚泥の場
合は 2 倍希釈した LB 寒天培地（1/2LB 培地）に，炭素源が限られていると考えられる化学
系工場排水汚泥または半導体工場排水汚泥の場合は貧栄養培地である R2A 培地（日本 BD）
の上に播き，30℃でコロニーが形成されるまで 24 時間以上培養を行った．形成されたコロ
ニーは，滅菌爪楊枝で新しい寒天培地に単離し，コロニーを馴化した．最終的に，各処理
場の汚泥から 96 株ずつ，合計 672 株を単離した． 
単離した各コロニーの AHL 生産を調べるため，96 穴プレートの各ウェルに 1/2LB 寒天培
地を 200 µL ずつ添加して固化させた．作製した 96 穴プレートの各ウェルの上部に単離した
コロニーを植菌した．次に，各ウェルの左下には短鎖 AHL レポーター株である
Chromobacterium violaceum CV026 株を，右下方部に長鎖 AHL レポーター株である同 VIR07
株を植菌した（Fig. 2-1）．30°C で一晩培養した後，violacein が生産されていたウェル中の単





Fig. 2-1. 96 穴マイクロタイタープレートを使用した AHL 合成細菌のスクリーニング方法．単離した
コロニーは 96 穴マイクロタイタープレート内に作成した 1/2LB 培地または R2A 培地の上部に植菌し
た．AHL レポーター株である Chromobacterium violaceum CV026 株及び VIR07 株はウェル内の左下，




選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の 1/2LB 培地または R2A 培地に接種し，30℃
で 24 時間培養を行った．各培養液はマイクロチューブに取り，14,000×g で 5 分間遠心分
離した後，上清を完全に除去して細菌ペレットを取得した．各細菌ペレットからは，前述
の方法でゲノム DNA の抽出を行い，PCR を用いて 16S rRNA 遺伝子の増幅および精製を行
った．各 16S rRNA 遺伝子のシークエンスデータの取得は，BigDye Terminator, ver. 3.1 と 
Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer（Applied Biosystems 社）を用いて行った．取
得した各塩基配列データは，DNA Data Bank of Japan（DDBJ）の BLAST プログラムを使用
し，相同性が上位の菌種を近縁種としてカウントし，各 AHL 合成細菌を同定した． 
 
2.2.5. AHL合成細菌のゲノム解析 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを用いて，前述の方法でゲノム DNA を抽出した．抽
出したゲノムの解析には，タカラバイオ株式会社の高速シークエンス解析サービスを使用
した．具体的には，抽出したゲノム DNA を用い，SMRTbell Template Prep Kit 1.0（Pacific 
Biosciences 社）を用いて次世代シークエンス用サンプルを調製した．シークエンスには，
Pacific Biosciences（PacBio）RS instrument（Pacific Biosciences 社）を使用した．得られたリ















遺伝学研究所のオンラインプログラムである Microbial Genome Annotation Pipeline（MiGAP; 
http://www.migap.org/）を使用してアノテーション作業を行った．具体的には，タンパク質
コード配列（CDS）の推定には MetaGeneAnnotator プログラム[32]を，rRNA コード配列の推
定には RNAmmer プログラム[33]を，tRNA コード配列の推定には tRNAScan プログラム[34]
を，推定 CDS のアミノ酸配列の比較には BLAST プログラム[35]をそれぞれ使用した．最終




2.2.6. AHL合成細菌が生産する AHLの抽出 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の R2A 培地に摂取し，30℃で 48 時間前培養
した後，R2A 培地 200 mL が入った坂口フラスコに培養液を 4 mL 加え，30℃で 15 時間培養
した．培養液から遠心分離により菌体を取り除き，上清をナス型フラスコに移してロータ
リーエバポレーターで 20~30 mL 程度になるまで減圧蒸留を行った．濃縮液を分液漏斗に移
して 3 倍量の酢酸エチルを加え，上下に激しく振り混ぜた後，数分静置して上層と下層に
分けた．分液漏斗の上層（酢酸エチル層）を採取し，再度ロータリーエバポレーターで蒸
留し，残渣をジメチルスルホキシド（DMSO）500 μL に溶かし，AHL 抽出サンプルとした．
AHL抽出サンプルは，AHLに応答して紫色色素を生産するC. violaceum CV026株及びVIR07
株を混合した LB 寒天培地で AHL 生産を確認した．作成した AHL レポーター株混合 LB 培
地上に抗生物質検定用 8 mm ペーパーディスク（アドバンテック）を置き，それぞれのディ








ムである Nexera X2（島津製作所）を接続した装置を使用した．AHL サンプルは 2 µL 注入




最初に 10％アセトニトリルから出発し，1.5 分後に 50％アセトニトリルでリンス操作を行
い，7 分間で 99％アセトニトリルに達するようにグラジエントをかけた．流速は 0.2 mL/min
で 30℃の温度で操作した．MS/MS スペクトルは，LIT を使用してプロダクトイオンスキャ
ンモードで記録した．イオンスプレー電圧はポジティブイオンモードで 5500 V に設定した．
デクラスタリング，入口，及び衝突セル出口の電位は，それぞれ 60，10，15 V に設定した．













ていることが予想されたものの，Pseudomonas 属細菌や Acidovorax 属細菌など下水汚泥で多
く検出される細菌は確認されなかった． 
No. 3 の化学工場排水では，Planctomycetes 門に属する好気性細菌のほか，Clostridium 属
細菌のような嫌気性細菌も確認され，活性汚泥の状態はあまり良好でないことが推察され




では，Aminomonas 属細菌が 9 割以上を占めており，6 種の汚泥のうち最も菌叢が単純であ
った．本細菌は C1 化合物のみ利用することが報告されており [37]，排水に含まれる有機物
がメタノールやクロロホルムであることから，本細菌が集積したのであろう．No. 4 の化学
工場排水と同様に排水組成が単純であるため，活性汚泥の菌叢が変化しているものと考え













Table 2-2. 各工場から採取した活性汚泥の菌叢解析 
近縁属 
工場分類と No. 
食品系 化学系 電子系 
No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 
Acidovorax 
     
5 
Alicycliphilus 
     
3 
Aminomonas  


























   
Curvibacter 














   
Ideonella 77 5 




    
Lewinella  




     
8 
Methylobacillus  




















    
Runella 









   
Victivallis 






   
Other genera 17 21 37 12 
 
10 
Total 94 89 96 92 96 95 



















Table 2-3. 各種汚泥から単離した AHL 合成細菌の性質と菌種の同定 





SH2-1 Aeromonas punctata + + 
SH2-2 Aeromonas punctata + + 
SH2-3 Aeromonas allosaccharophila + + 
SH2-4 Aeromonas caviae + + 
SH2-6 Aeromonas punctata + + 
3 
化学製品 
CH1-1 Aeromonas caviae - + 
CH1-2 Aeromonas punctata + + 
CH1-3 Aeromonas punctata + - 
CH1-4 Aeromonas punctata + + 
4 
CH2-1 Aeromonas veronii ++ ++ 
CH2-2 Aeromonas veronii ++ ++ 
CH2-3 Aeromonas allosaccharophila ++ ++ 
CH2-4 Aeromonas allosaccharophila ++ ++ 
5 ND 
6 電子デバイス 
B-1 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-9 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-12 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-4 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-5 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-11 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-1 Pseudomonas costantinii CFBP 5705 + - 
D-2 Pseudomonas costantinii CFBP 5705 + - 
D-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-11 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
※AHL 合成能については各 AHL レポーター株の紫色色素生産を明確に誘導（++），わずかに誘導（+），





単離した 13 株の Alicycliphilus 属細菌の中から，B1 株をモデル菌株として選定し，以後の
実験に使用した．まず，B1 株からゲノム DNA を抽出し，PacBio RS II を使用した次世代シ
ークエンスにより，ドラフトゲノムの取得を試みた．PacBio RS II は DNA 合成を一分子単
位で DNA ポリメラーゼを使ってリアルタイムに検出する原理を利用し，他の技術と比較し
て長いリード（最大 10 kbp 前後）が得られるシークエンサーである．解析の結果，209,929
リードが得られ，平均リード長が 6,414 bp と良好な結果が得られた．トータルの塩基対サ
イズは 1,346,455,891 であり，アセンブルには十分なサイズのデータが得られた．引き続き，
PacBio SMRT Analysis software を使用してアセンブルを行った結果，5 kbp 以上の長いコンテ
ィグを 59 個得ることに成功した．取得した 59 個のコンティグは，合計 7,465,959 bp で構成
されており，GC 含量は約 67.3%であった（DDBJ/EMBL/GenBank のアクセッション番号は
BBSJ01000001 から BBSJ01000059 で登録された）．既に公開されている Alicycliphilus 
denitrificans BC 株及び K601 株の GC 含量がそれぞれ 67.8%，67.9%であることから，B1 株
もほぼ同等の GC 含量であることが明らかとなった．引き続いて， MiGAP を使用してアノ
テーション作業を行った結果，B1 株のドラフトゲノム中には 7,391 個の CDS，13 個の rRNA
遺伝子，82 個の tRNA 遺伝子が存在することが明らかとなった． 
取得した B1 株のドラフトゲノムを用い，既知の AHL 合成遺伝子との相同遺伝子の探索
を行った．まず，既知の AHL 合成遺伝子の塩基配列を基に BLASTN プログラムで相同遺伝
子の探索を行ったが，高い相動性を示す遺伝子の存在を明らかにすることは出来なかった．
次に，既知の AHL 合成酵素のアミノ酸配列を基に BLASTP プログラムで相同遺伝子の探索













Fig. 2-2. Alicycliphilus sp. B1株由来AHL合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株のAHL合成酵素の比較解
析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Delftia sp. Cs1-4 株の DelCs14_1734 遺伝子，
Collimonas fungivorans の CFU_1956 遺伝子，Halothiobacillus neapolitanus の Hneap_0965 遺伝子の翻訳
後アミノ酸配列と，一般的な AHL 合成酵素である Pseudomonas aeruginosa の RhlI 及び LasI，Vibrio 
fischeri の LuxI のアミノ酸配列を用い，作画は GeneDoc Ver 2.7 ソフトウェアを使用した． 
 
次に，ALISP_0667 遺伝子のゲノム上の配置について解析を行った．前述のように，A. 
denitrificans BC 株及び K601 株の全ゲノム配列はすでに解読，公開されているが，その中に
AHL合成遺伝子及びAHL合成酵素と相同性を示す配列の存在は確認されなかった．そこで，
B1 株の ALISP_0667 遺伝子の周辺配列と BC 株及び K601 株のゲノム配列を比較した．その
結果，ALISP_0667 遺伝子の周辺には BC 株及び K601 株とほぼ同一の遺伝子配列が存在し
ていたが，ALISP_0455 遺伝子と ALISP_0733 遺伝子の間に，B1 株でのみ約 290 kbp と非常
に長い塩基配列が挿入されていることが明らかとなり，その内部に ALISP_0667 遺伝子が配
置されていることが明らかとなった（Fig. 2-3）．さらに，ALISP_0667 遺伝子の周辺配列は，
Delftia sp. Cs1-4 株の DelCs14_1734 遺伝子の周辺配列ともほぼ同一の遺伝子配列を示すこと
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Fig. 2-3. Alicycliphilus sp. B1株及び全ゲノム配列が公開されている A. denitrificans BC株及び K601株の




これまでにAHL合成細菌としての報告例がない Alicycliphilus sp. B1 株を用い，LC-MS/MS
を使用して生産する AHL の化学構造を推定した．LC で現れたピークについては，AHL の
特徴である m/z が 102 のフラグメントイオンが検出されるピークをのみ選択し，予想される













と 3-hydroxy-C12-HSL（m/z=300）の 2種類のAHLを生産する可能性が示唆された（Fig. 2-4）．





Fig. 2-4. Alicycliphilus sp. B1 株が生産する AHL の構造解析．検出された 2 種類の AHL である

























その中から，Alicycliphilus sp. B1 株を用い，次世代シークエンサーを用いてドラフトゲノム
を取得した結果，既知の AHL 合成遺伝子とアミノ酸レベルで 86%の相同性を持つオープン
リーディングフレーム(ORF)の存在が明らかになった．また，既知の Alicycliphilus 属細菌の
ゲノム情報との比較により，B1 株の AHL 合成能は，Delftia sp. Cs1-4 株のような他の菌株
の遺伝子クラスターが，何らかの原因で B1 株のゲノム中に挿入されることで獲得された可
能性が示唆された．さらに，B1 株が生産する AHL の化学構造を LC-MS/MS を用いて解析



























国内の 5 か所の工場より冷却水サンプルを採取し，蒸留水で 10~106倍に希釈した．冷却
水希釈液の中から 100 µL を，5 倍希釈した TSB 寒天培地（1/5 TSB 培地）に上に播き，30℃
で 72 時間培養を行った．形成されたコロニーは，爪楊枝で新しい 1/5 TSB 培地に単離し，
コロニーを馴化した．最終的には，合計 192 株を単離した．さらに，単離した各コロニー
を用いて，第 2 章と同様の方法で AHL 合成細菌のスクリーニングを行った．但し，LB 寒
天培地ではなく，1/5 TSB 培地を用いた． 















のオンラインプログラムである Microbial Genome Annotation Pipeline （ MiGAP; 
http://www.migap.org/）を使用してアノテーション作業を行った．具体的には，タンパク質
コード配列（CDS）の推定には MetaGeneAnnotator プログラムを，rRNA コード配列の推定
には RNAmmer プログラムを，tRNA コード配列の推定には tRNAScan プログラムを，推定
CDS のアミノ酸配列の比較には BLAST プログラムをそれぞれ使用した． 
 
3.2.3. AHLの化学構造の解析 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の 1/5 TSB 培地に摂取し，30℃で 18 時間前培
養した後，1/5 TSB 培地 200 mL が入った坂口フラスコに培養液を 2 mL 加え，30℃で 24 時
間培養した．培養液から遠心分離により菌体を取り除き，上清を用いて前述の方法により，
AHL 抽出サンプルを取得した．AHL 抽出サンプルは，前述の方法で AHL の存在を示す紫
色色素が生産されているか確認した．AHL の存在が確認されたサンプルについては，前章
と同じく LC-MS/MS 法を使用して化学構造の解析を行った．AHL サンプルは 2 µL 注入し，
カラムに C18 逆相カラム，ESI 源とトリプル四重極/リニアイオントラップ装置（LIT）には，
QTRAP5500，UHPLC システムに Nexera X2 を接続した装置を使用した．移動相は，0.1% 
(vol/vol)の酢酸とアセトニトリルによるグラジエントをかけて使用し，最初に 10％アセトニ
トリル，1.5 分後に 50％アセトニトリル，7 分後に 99％アセトニトリルの条件でグラジエン
トをかけた．流速は 0.2 mL/min で 30℃の温度で操作した．前駆体イオンスキャンモードで
32 
 
は，ラクトン環の存在を示す m/z = 102 のプロダクトイオンを監視するように設定した．ク





AHL 合成細菌のスクリーニング結果を Table. 3-1 に示す．5 か所の工場冷却水より分離し
た 192 株のうち，B，C，E の 3 つの工場から，7 株の AHL 合成細菌が得られた．16S rRNA
遺伝子を用いた AHL 合成細菌の同定を行った結果，B 工場の冷却水からは Aeromonas 
hydrophila が単離され，C 工場の冷却水からは Aeromonas hydrophila と Lysobacter brunescens 
の 2 株が単離された．一方，E 工場からは，Methylobacterium oryzae と Bosea massiliensis が
それそれ 2 株ずつ単離された． 
そこで，冷却水より分離された 7 株の AHL 合成細菌について，16S rRNA 遺伝子の系統
解析を行った（Fig. 3-1）．D10 株と F6 株の近縁種である A. hydrophila,は，様々な淡水環境
に存在し，その AHL 合成能についても調べられており[15]，活性汚泥中からも AHL 合成能
を有するAeromonas属細菌が分離されている[15] [18]．分離されたAeromonas属細菌の多くは，
C4-HSL と C6-HSL を合成することが報告されている[18]．前述のレポーター株を用いた AHL
合成細菌のスクリーニング結果から，D10 株と F6 株は Aeromonas 属細菌が合成する C4-HSL




[49]．一方，これまで AHL 合成能を有する Lysobacter brunescens と Bosea massiliensis に関す






Table 3-1. 冷却水由来 AHL 合成細菌の AHL 合成能の解析及び菌種の同定 
菌株名 単離源 近縁種 VIR07 CV026 
D10 工場 B Aeromonas hydrophila + ++ 
F6 工場 C Aeromonas hydrophila + ++ 
F13 工場 C Lysobacter brunescens ++ - 
D7 工場 E Methylobacterium oryzae ++ + 
E9 工場 E Bosea massiliensis + + 
F9 工場 E Methylobacterium oryzae + - 
F12 工場 E Bosea massiliensis + + 
※AHL 合成能については各 AHL レポーター株の紫色色素生産を明確に誘導（++），わずかに誘導（+），誘
導しない（-）の 3 段階で評価した． 
 
 
Fig. 3-1. 16S rRNA 遺伝子塩基配列を基にした AHL 合成細菌の系統解析．単離した菌株については太字で記
載し，基準株の DDBJ/EMBL/GenBank アクセッション番号はカッコ内に記載した．系統樹は MEGA ソフ
トウェア内の ClustalW プログラムを用い近隣結合法（Neighbor-joining; NJ 法）により作成した．ブートス
トラップ値は 1000 回の複製で同一の枝分かれが現れるパーセンテージを記入し，スケールバーは 1 塩基当
たりの 0.2 置換を示す． 
 
3.3.2. AHL合成細菌のゲノム解析 
単離した 7 株の AHL 合成細菌の中から，これまでに AHL 合成細菌としての報告の無い
Lysobacter sp. F13 株と Bosea massiliensis E9 株をモデル菌株として選定し，以後の実験に使
用した．まず，F13 株及び E9 株からゲノム DNA を抽出し，HiSeq2500 を使用した次世代シ
Aeromonas media ATCC 33907T (X60410)
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F12
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ークエンスにより，ドラフトゲノムの取得を試みた．HiSeq2500 は逐次 DNA 合成型の次世
代シークエンス装置であり，取り込まれた塩基を 4 色の蛍光色素で検出することで塩基を
同定する方法を用いている．今回の解析は，125×2 bp のペアエンド解析を行い，ゲノムラ
イブラリーに使用したインサートサイズは平均 300 bp のものを使用した．解析の結果，F13
株では 5,954,682 リードが得られ，全塩基数は約 744 Mbp であった．付属のソフトウェアで
リードのクオリティーチェックを行ったところ，塩基の信頼性が 99.9%以上であることを表
す％Q30 は 92.04 と良好な結果が得られた．E9 株では 8,012,610 リードが得られ，全塩基数
は約 1,002 Mbp であった．付属のソフトウェアでリードのクオリティーチェックを行ったと
ころ，％Q30 は 90.02 とこちらも良好な結果が得られ，両方の解析ともにアセンブルには十
分なサイズのデータが得られた．引き続き，オープンソースプログラムの velvet を使用して
アセンブルを行った結果，F13 株に関しては 5 kbp 以上の長いコンティグを 89 個得ること
に成功し，E9 株に関しては 5 kbp 以上の長いコンティグが 268 個と，かなり細かいコンテ
ィグが多数得られるという結果となった． 
取得した F13 株及び E9 株のドラフトゲノムを用い，既知の AHL 合成遺伝子との相同遺
伝子の探索を行った．まず，F13 株のドラフトゲノムに対し，既知の AHL 合成酵素のアミ
ノ酸配列を基に BLASTP プログラムで相同遺伝子の探索を行ったところ，コンティグ 51 に
存在する遺伝子が，ある程度の相同性を示すことが明らかとなった（Fig. 3-2）．最も高い相
同性を示した遺伝子は，全ゲノム配列が公開されている Nitrosospira multiformis ATCC 25196
株の Nmul_A2390 とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列で，アミノ酸レベルで
46%の同一性と，40%の相同性を示すことが明らかとなった．その他では，Burkholderia 属




Fig. 3-2. Lysobacter sp. F13 株由来 AHL 合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株の AHL 合成酵素の比較解
析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Nitrosospira multiformis ATCC 25196 株の
Nmul_A2390 遺伝子，Burkholderia phytofirmans PsJN 株の Bphyt_4275 遺伝子，Burkholderia xenovorans 
LB400 株の DR64_5938 遺伝子，Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 株の Rleg_5481 遺伝子の





全ゲノム配列が公開されている Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI とタグ付けされた遺伝子
の推定上のアミノ酸配列で，アミノ酸レベルで 60%の同一性と，73%の相同性を示すことが
明らかとなった．traI 遺伝子は，Agrobacterium tumefaciens の AHL 合成遺伝子として発見さ
れた遺伝子であり，E9 株のAHL合成酵素も，一般的な Agrobacterium 属細菌が生産するAHL
と類似した構造の AHL を生産する可能性が示唆された． 
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Fig. 3-3. Bosea massiliensis E9 株由来 AHL 合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株の AHL 合成酵素の比較
解析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI 遺伝子，
Mesorhizobium australicum WSM2073 株の Mesau_00935 遺伝子，Methylobacterium nodulans ORS 2060 株
の Mnod_0941 遺伝子，Hyphomicrobium denitrificans 1NES1 株の HYPDE_27393 遺伝子の翻訳後アミノ
酸配列を用い，作画は GeneDoc Ver 2.7 ソフトウェアを使用した． 
 
3.3.3. AHLの化学構造の解析 
これまでに AHL 合成細菌としての報告例がない Lysobacter sp. F13 株と B. massiliensis E9
株を用い，LC-MS/MS を使用して生産する AHL の化学構造を解析した．F13 株の抽出サン
プルからは，C10-HSL（m/z=256）及び 3-oxo-C10-HSL（m/z=270）と推測されるピークが検
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Fig. 3-4. LC-MS/MS による C10-HSL の検出結果．Lysobacter sp. F13 株が生産する AHL（A）と C10-HSL 合




Fig. 3-5. LC-MS/MS による 3-oxo-C10-HSL の検出結果．Lysobacter sp. F13 株が生産する AHL（A）と










Fig. 3-6. LC-MS/MS による C6-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と C6-HSL 合成




Fig. 3-7. LC-MS/MS による 3-oxo-C6-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と










Fig. 3-7. LC-MS/MS による 3-oxo-C8-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と





本章では，5 種類の工場から採取した冷却水サンプルの中から AHL 合成細菌のスクリー
ニングを行った．その結果，7 株の AHL 合成細菌が単離され，細菌種の同定を行ったとこ
ろ，Aeromonas hydrophila が 2 株，Methylobacterium 属細菌が 2 株，Bosea massiliensis が 2 株，
Lysobacter 属細菌が 1 株であることが明らかとなった．この中から，これまでに AHL 合成
細菌としての報告例がない Lysobacter sp. F13 株及び B. massiliensis E9 株を用い，次世代シー
クエンサーを用いてドラフトゲノムを取得した．その結果，F13 株は Nitrosospira multiformis 
ATCC 25196 株のNmul_A2390 とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列と 40%の相
同性を持つ ORF の存在が明らかになった．一方 E9 株は，Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI
とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列と 73%の相同性を持つ ORF の存在が明ら
かになった．さらに，両株が生産する AHL の化学構造を LC-MS/MS を用いて解析した．そ
の結果，F13 株は C10-HSL と 3-oxo-C10-HSL の 2 種類の AHL を，E9 株は C6-HSL と






第 4章 結論 
4.1. 本研究のまとめ 
本研究では，産業系用排水から AHL 合成細菌を単離し，AHL 合成に関わる遺伝学的解析
を行った．半導体工場排水の汚泥中からは，新規 AHL 合成細菌として Alicycliphilus 属細菌
を，工場冷却水中からは，新規 AHL 合成細菌として Lysobacter 属細菌と Bosea 属細菌を分
離した．これらの菌株について，全ゲノム解析により染色体上の AHL 合成遺伝子を特定す
るとともに，LC-MS/MS により生産する AHL の化学構造を明らかにすることに成功した．





 第 2 章において，食品系工場排水，化学系工場排水，半導体工場排水で用いられる活性
汚泥サンプルを対象に菌叢解析および AHL 合成細菌のスクリーニングを行った．下水汚泥
と比較して微生物の構成は異なるものの，主たる AHL 合成細菌は Aeromonas 属細菌である

















 第 3 章において，5 種の工場冷却水を対象に AHL 合成細菌のスクリーニングを行った結
果，C 工場と E 工場ではそれぞれ Aeromonas 属細菌と Methylobacterium 属細菌に近縁な新規
AHL 合成細菌が分離され，生産する AHL の化学構造を明らかにした．しかしながら，
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